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ABSTRACT

Background: The weight of the brain that does not reach 2% of the total body weight, uses
20% of the total energy produced by the body. Such a large amount of energy can only be met
through aerobic oxidation. This means, the brain requires a lot of oxygen in addition to glucose
as well. Ischemic hypoxia due to Spontaneous intracerebral hemorrhage (sICH) hemorrhagic
stroke can disrupt the supply of oxygen and nutrients to the brain resulting in decreased energy
production in the brain. This energy depletion causes brain cell damage and death to occur
more rapidly. Neuroglobin (Ngb) and cytoglobin (Cygb) are globin group proteins found in
the brain and act as oxygen-binding proteins in mitochondria. Purposes: This study aims to
obtain an overview/profile of Ngb and Cygb levels, in plasma, cerebrospinal fluid (CSS), and
brain tissue of hemorrhagic stroke patients. Methods: Current study is a part of a previous
study using plasma, CSF, and brain tissue obtained during craniotomy to evacuate hematomas
of patients with sICH hemorrhagic stroke at Cipto Mangunkusumo Hospital and other
hospitals in Jakarta. Ngb and Cygb protein levels from plasma, CSF, and brain tissue were
measured by ELISA method. Results: The mean level of brain Ngb is 0.058 ng/mg brain
protein, while in plasma and CSS are 0.017 ng/mg brain protein and 0.013 ng/mg brain
protein, or 29.31% and 22.41% of average Ngb brain level respectively. The mean brain Cygh
level is 4.943 ng/mg brain protein, in CSS it was 1.685 ng/mg brain protein, or 25.26% of
average Cygb brain level, whereas in plasma it was barely detectable. Conclusion: In hypoxic
conditions due to sICH hemorrhagic stroke, Ngb and Cygb proteins can be measured in
plasma, CSF, and brain tissue.

Keywords: neuroglobin, cytoglobin, hemorrhagic stroke

ABSTRAK

Latar belakang: Otak memerlukan oksigen yang banyak selain glukosa. Hipoksia iskemik
karena strok hemoragik atau Spontaneous intracerebral hemorrhage (sICH) dapat
mengganggu suplai oksigen dan nutrisi ke otak berakibat produksi energi di otak akan
menurun. Deplesi energi ini menyebabkan kerusakan dan kematian sel otak terjadi lebih cepat.
Neuroglobin (Ngb) dan sitoglobin (Cygb) merupakan protein golongan globin yang terdapat di
otak dan berperan sebagai protein pengikat oksigen di mitokondria. Tujuan: Penelitian ini
bertujuan mendapatkan gambaran/profil kadar Ngb dan Cygb, di plasma, cairan serebro spinal
(CSS), dan jaringan otak pasien strok hemoragik. Metode: Penelitian ini merupakan penelitian
lanjutan menggunakan sampel plasma, CSS, dan jaringan otak yang diperoleh saat kraniotomi
evakuasi hematoma pasien strok hemoragik sICH di rumah sakit Cipto Mangunkusumo dan
rumah sakit lainnya di Jakarta. Kadar protein Ngb dan Cygb dari plasma, CSS, dan jaringan
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otak diukur dengan metode ELISA. Hasil: Rerata kadar Ngb otak adalah 0,058 ng/mg protein
otak, sedangkan di plasma dan CSS masing-masing adalah 0,017 ng/mg protein otak dan 0,013
ng/mg protein otak atau 29,31% dan 22,41% dari rerata kadar Ngb otak. Rerata kadar Cygb
otak adalah 4,943 ng/mg protein otak, di CSS adalah 1,685 ng/mg protein otak, atau 25,26%
dari rerata Cygb otak, sedangkan di dalam plasma hampir tidak terdeteksi. Simpulan: Pada
keadaan hipoksia oleh karena strok hemoragik sICH, protein Ngb dan Cygb dapat diukur di

plasma, CSS, dan jaringan otaknya.

Kata kunci: neuroglobin, sitoglobin, strok hemoragik

PENDAHULUAN

Strok adalah suatu keadaan darurat medis
yang dapat mengakibatkan cacat tubuh dan
keadaan fatal (1). Ada dua jenis strok, yaitu
iskemik dan hemoragik. Strok hemoragik
adalah  jenis strok yang terutama
disebabkan oleh hipertensi kronis atau
amyloid angiopatyhy cerebral, sedangkan
penyebab sekunder antara lain malformasi
arteriovenosa (AVM), aneurisma
intrakranial, angioma cavernosa, angioma
venosa, trombosis vena, neoplasma
intrakranial, koagulopati, vaskulitis, dan
penyalahgunaan obat (2).

Perdarahan intraserebral spontan non
traumatik (supratentorial Intracerebral
Hemorrhage/siICH) adalah salah satu
penyebab strok hemoragik penyebab
morbiditas dan mortalitas yang bermakna di
seluruh  dunia. Perdarahan  sICH
menyumbang 15 hingga 20% dari semua
strok di populasi Negara Barat dan 20
sampai 50% di negara berkembang (3-5).
Perdarahan sICH adalah strok hemoragik
yang paling mematikan, dengan angka
kematian mencapai 40% di antara semua
strok (6). Angka kejadian ICH sekitar 2 juta
setiap tahun di seluruh dunia, namun
pengobatan yang efektif masih kurang.
Pada kasus sICH dengan volume <30 cm?®
dalam waktu 30 hari kemungkinan untuk
terjadi kematian sebesar 19 % (7).

Tindakan operasi kraniotomi untuk
evakuasi bekuan darah yang pecah

Disubmit: 18/04/2022 Diterima: 30/05/2022

Dipublikasi: 20/06/2022

meskipun masih menjadi perdebatan,
namun masih tetap dilakukan untuk
mencegah terjadinya komplikasi yang lebih
buruk (8,9). Tindakan bedah pasien sICH
dinyatakan masih bermanfaat, khususnya
jika dilakukan dengan prosedur invasif
yang minimal dan dilakukan segera setelah
timbulnya gejala (10).

Penelitian terbaru telah
mengungkapkan ekspresi protein globin
selain haemoglobin (Hb) dalam eritrosit
vertebrata, termasuk mioglobin (Mb),
sitoglobin (CYGB), globin E (GbE), globin
Y(GBY), dan Ngb (11). Neuroglobin
adalah suatu protein golongan globin ke
tiga, yang ditemukan oleh Burmester pada
tahun 2000 (12). Struktur Ngb mirip dengan
mioglobin, yaitu merupakan protein
monomer yang terdiri dari 151 asam amino
dan mempunyai berat molekul 17 kDa.
Protein Ngb terutama diekspresikan dalam
neuron sistem saraf pusat dan perifer,
ekspresi Ngb dinyatakan tertinggi pada
retina, namun ekspresi mMRNA dan/atau
protein Ngb juga ditemukan di dalam
jaringan non-saraf (10). Beberapa peneliti
menyatakan bahwa distribusi protein Ngb
terutama di sitoplasma sel neuron (13).
Hasil penelitian Mitz, dkk. menyatakan
bahwa distribusi Ngb pada mamalia darat
(tikus) terutama di sel neuron, sedangkan
pada mamalia laut (anjing laut) di astrosit
(14). Sitoglobin adalah golongan protein
globin ke empat yang ditemukan oleh
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Kawada pada tahun 2001 (15). Protein ini
adalah suatu dimer hemoprotein dengan
berat molekul 21 kDa dan tersusun dari 190
asam amino. Cygb diekspresikan pada
fibroblast dan fibroblast like cell dalam
berbagai organ seperti hati, jantung, usus,
ginjal, paru-paru, dan pancreas (16). Cygb
juga diekspresikan di jaringan otak (17).

Sel-sel otak sangat sensitif terhadap
kekurangan oksigen dan dapat mulai terjadi
kematian dalam waktu lima menit setelah
suplai oksigen terputus (18). Pada kondisi
hipoksia jaringan otak mengalami iskemik,
yaitu di daerah pusat pendarahan dan
dikelilingi oleh penumbra. Pada daerah
iskemik ini terjadi kematian sel, sedangkan
di dalam penumbra diekspresikan gen
secara selektif, termasuk gen Ngb dalam
upaya untuk meningkatkan suplai oksigen
(19). Ngb dapat terdeteksi pada berbagai
regio otak setelah infark serebral, dan
ekspresinya secara signifikan meningkat di
penumbra iskemik (20).

Kedua protein Ngb dan Cygb anggota
famili globin ini dinyatakan terdapat pada
sel-sel neuron dan berperan dalam
mensuplai oksigen di mitokondria (21,22).
Hasil penelitian sebelumnya ditemukan
kadar protein Ngb dalam plasma pasien
strok hemoragik SICH yang meningkat
secara signifikan dibandingkan dengan
subjek normal, namun tidak ada perbedaan
yang signifikan antara Ngb di plasma dan
jaringan otak pasien tersebut (23).
Berangkat dari kenyataan ini dilakukan
penelitian lanjutan, yaitu mendeteksi dan
mengukur Ngb dan Cygb di CSS. Hasil -
nya diharapkan dapat  melengkapi
gambaran kadar protein Ngb dan Cygb di
plasma, CSS, dan jaringan otak yang
diperoleh saat kraniotomi pasien strok
hemoragik sICH di R.S. Cipto
Mangunkusumo dan rumah sakit lainnya di
Jakarta.
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METODE

Penelitian ini adalah penelitian analitik
observasional menggunakan sampel yang
didapatkan secara konsekutif. Subyek
penelitian sebanyak 7 orang didapatkan dari
R.S. Cipto Mangunkusumo dan rumah sakit
lainnya di Jakarta. Penelitian dilakukan di
Departemen  Biokimia dan  Biologi
Molekuler Fakultas Kedokteran,
Universitas Indonesia.

Sampel berupa plasma, CSS, dan
jaringan otak yang didapatkan saat
kraniotomi evakuasi hematoma dari 7
pasien stroke hemoragik sSICH. Jaringan
otak dibuat homogenat dengan cara
melumatkan jaringan otak, kemudian
menambahkan larutan bufer fosfat 0,1 M
pH 7,4 dengan ratio pengenceran 1:10.
Campuran disentrifugasi selama 10 menit
dengan kecepatan 5000 g pada suhu 4°C,
supernatan yang dihasilkan dipisahkan dan
ditampung.

Darah EDTA dari vena Kkubiti
disentrifugasi dengan kecepatan 5000 g
pada suhu 4°C, plasma yang dihasilkan
dipisahkan  dari ~ endapannya  dan
ditampung. Homogenat jaringan otak, CSS,
dan plasma disimpan pada suhu -80°C
sampai saatnya dilakukan pengukuran
biomarker, yaitu: kadar protein Ngb, Cygb,
dan kadar protein total dari plasma, CSS,
dan jaringan otak.

Konsentrasi protein total plasma,
CSS, dan jaringan otak diukur dengan
metode Christian Warburg menggunakan
teknik spektrofotometri pada panjang
gelombang 280 nm. Kurva standar protein
dibuat dengan menggunakan albumin
serum sapi (24).
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Kadar protein Ngb dan Cygb dari
plasma, CSS, dan jaringan otak diukur
dengan metode ELISA menggunakan kit
human Ngb dan Cygb (USCN®).
Absorbansi hasil ELISA  diukur
menggunakan Varioscan.

Penelitian ini telah mendapatkan
Surat Keterangan Lolos Kaji Etik dengan
Nomor: 493/PT02/FK/ETIK/2012 dari
komisi  etik  Fakultas  Kedokteran,
Universitas Indonesia.

HASIL
1. Kadar Ngb plasma, CSS, dan jaringan
otak
Hasil pengukuran ELISA kadar Ngb
plasma, CSS, dan jaringan otak dari tujuh
sampel ditampilkan pada Tabel 1,
sedangkan perbandingan kadar Ngb dan
Cygb antara plasma, CSS, dan jaringan otak
diperlihatkan pada Gambar 1. Penelitian ini
mendapatkan rerata kadar Ngb otak adalah
0,058 ng/mg protein otak, sedangkan kadar
Ngb plasma dan CSS masing-masing
adalah 0,017 ng/mg protein otak dan 0,013
ng/mg protein otak (Tabel 1.). Jika
dibandingkan dengan rerata kadar Ngb di
otak, didapatkan rerata kadar Ngb di plasma
dan CSS masing-masing adalah 29,31%
dan 22,41%.

Tabel 1. Kadar Ngb di plasma, CSS, dan
jaringan otak
Ngb ng/mg protein
No. Plasma CSS Jaringan otak

1 0.018 - 0.005

2 0.016 0.039 0.121

3 0.016 - 0.078

4 0.005 0.009 -

5 0.023 - 0.029

6 0.020 0.002 -

7 0.019 0.001 -
Rerata 0,017 0,013 0,058

Catatan: (-) sampel tidak ada

Disubmit: 18/04/2022 Diterima: 30/05/2022

Vol. 3 No. 1 Tahun 2022
jurnal.umj.ac.id/index.php/MuJG MUHAMMADIYAH
mujgfkk@umj.ac.id JOURNAL OF

GERIATRIC

e-issn: 2721-6837

0,120
0,100 -
0,080 -

M Plasma
0,060 -

mCSSs
0,040 -

0,020 -
0,000 +

Plasma CSss Jaringan otak

Jaringan otak

Kadar Ngb ng/mg protein total

-0,020 -

Gambar 1. Gambaran rerata kadar Ngb antara
plasma CSS, dan jaringan otak. Kadar
Ngb jaringan otak 0,058 ng/mg
protein otak, Ngb plasma dan CSS
masing-masing adalah 29,31% dan
22,41% dari kadar rerata Ngb otak

2. Kadar Cygb plasma, CSS, dan jaringan
otak

Hasil pengukuran ELISA kadar Cygb
plasma, CSS, dan jaringan otak dari tujuh
sampel ditampilkan pada Tabel 2,
sedangkan perbandingan kadar Ngb dan
Cygb antara plasma, CSS, dan jaringan otak
diperlihatkan pada Gambar 2. Rerata kadar
Cygb otak adalah 4,943 ng/mg protein otak,
dan kadar Cygb CSS adalah 1,685 ng/ mg
protein otak, sedangkan rerata kadar Cygb
di dalam plasma mendapatkan hasil yang
sangat rendah hampir tidak terdeteksi. Jika
dibandingkan dengan rerata kadar Cygb di
dalam otak, rerata kadar Cygb di CSS
adalah 25,26%.

Tabel 2. Kadar Cygb di plasma, CSS, dan
jaringan otak

Cygb ng/mg protein

No. Plasma CSS Jaringan otak

1 0.003 - 9.557
2 0.003 2.262 0.599
3 0.014 - 5.940
4 0.003 3.618 -
5 0.002 2.320 3.111
6 0.003 0.170 5.509
7 0.005 0.056 -
Rerata 0,005 1,685 4,943

Dipublikasi: 20/06/2022

Catatan: (-) sampel tidak ada
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Gambar 2. Gambaran rerata kadar Cygb antara
plasma CSS, dan jaringan otak. Rerata
kadar Cygb otak adalah 4,943 ng/mg
protein otak, dan kadar Cygh CSS
adalah 25,26% dari rerata Cygb otak,
sedangkan Cygb di dalam plasma tidak
terdeteksi.

PEMBAHASAN

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa
pada pasien strok hemoragik sICH, protein
Ngb terdeteksi dan terukur baik di dalam
plasma, CSS dan jaringan otaknya.
Gambaran rerata kadar Ngb tertinggi
didapatkan pada jaringan otak, kemudian di
CSS dan terendah di plasma. Ekspresi Ngb
meskipun di plasma terendah, namun relatif
konsisten jika dibandingkan dengan kadar
di CSS dan jaringan otak (Tabel 1).
Kraniotomi untuk mengevakuasi
hematoma pada pasien strok hemoragik
pada penelitian ini dilakukan dalam waktu
yang bervariasi namun tidak lebih dari 72
jam. Hasil pengukuran kadar Ngb jaringan
otak yang bervariasi dari kadar yang
terendah dan tertinggi pada penelitian ini
dimungkinkan berkaitan dengan waktu
kapan dilakukannya kraniotomi. Pecahnya
pembuluh darah pada strok hemoragik
sICH menyebabkan terbentuknya
hematoma, sehingga terjadi hipoksia pada
lokasi hematoma dan sel otak sekitarnya
yang mengalami desakan. Ekspresi Ngb di
penumbra, diinduksi oleh hipoksia yang
terjadi pada daerah iskemik (20).
Peningkatan ekspresi Ngb baik di tingkat
mRNA  maupun proteinnya  sudah
dibuktikan pada penelitian sebelumnya
(23). Hipoksia menginduksi ekspresi Ngb
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dapat dijelaskan oleh karena Ngb sebagai
anggota protein globin mempunyai
beberapa fungsi, yaitu detoksifikasi oksigen
reaktif (ROS) dan spesies nitrogen (RNS);
deoksigenasi nitrogen monoksida (NO)
menjadi nitrat (NOz), dan memasok
oksigen ke neuron serta melindungi neuron
dari kerusakan melalui beberapa jalur
persinyalan (21,22). Pada hipoksia sistemik
olen karena SICH ini tidak hanya
menginduksi ekspresi Ngb di jaringan otak
saja, namun juga di plasma dan di CSS. Hal
ini mungkin merupakan suatu mekanisme
untuk memenuhi kebutuhan oksigen di
plasma dan CSS (25).

Ngb terdeteksi pada plasma pada
penelitian ini sejalan dengan penelitian lain
oleh Cai dkk yang dapat mengukur kadar
Ngb serum pada hari kedua setelah
perdarahan subarachnoid dan terkait erat
dengan prognosis yang buruk. Berdasarkan
temuan tersebut dinyatakan bahwa Ngb
mungkin menjadi target biologis yang
potensial untuk memprediksi prognosis
perdarahan subarachnoid (26). Penelitian
lain oleh Gao Y, yang melakukan
pengukuran Ngb pada serum pasien post
stroke. Hasil penelitiannya menyimpulkan
bahwa Ngb serum dapat berfungsi sebagai
biomarker  yang potensial untuk
memprediksi penurunan kognitif setelah
ICH (27). Penelitian ini juga dapat
mendeteksi dan mengukur Ngb di CSS,
studi lain yang juga telah mendeteksi dan
mengukur protein Ngb di dalam CSS
adalah penelitian Casado B dkk., namun
bukan pada pasien strok hemoragik
melainkan pada subyek yang mengalami
nyeri (28).

Selain Ngb penelitian ini juga dapat
mendeteksi dan mengukur kadar Cygb di
jaringan otak dan CSS, namun di plasma
kadarnya sangat rendah jika dibandingkan
dengan kadar Cygb di jaringan otak.
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Hipoksia pada strok hemoragik sICH ini
menginduksi ekspresi Cygb pada CSS dan
jaringan otak. Hasil ini sejalan dengan
penelitian terdahulu oleh Fordel dkk. yang
menyatakan terjadi peningkatan protein
Cygb yang berbeda pada berbagai organ,
yaitu otak, otot, hati, dan jantung tikus yang
mengalami hipoksia (29). Demikian juga
hasil penelitian Lie dkk. terjadi peningkatan
ekspresi protein Cygb baik pada hipoksia
intermiten maupun hipoksia berkelanjutan
1, 3, 7, dan 14 hari, meskipun secara
statistik tidak signifikan (30). Ekspresi
protein Cygb di plasma yang kadarnya
sangat rendah dibanding dengan kadar di
jaringan otak pada pasien ini belum dapat
dijelaskan.

Keterbatasan pada penelitian ini
adalah tidak didapatkan sampel yang
lengkap pada ketujuh subjek, sehingga
tidak dapat diperbandingkan kadar protein
Ngb dan Cygb di plasma, CSS, dan jaringan
otak per subjek. Selain itu pada penelitian
ini tidak diukur mMRNA Ngb dan Cygb pada
plasma, CSS, maupun di jaringan otak
sehingga tidak dapat membandingkan
ekspresi  di tingkat mMRNA dengan
proteinnya. Namun meskipun demikian
hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
pada keadaan hipoksia oleh karena strok
hemoragik sICH ini protein Ngb dan Cygb
dapat diukur di plasma, CSS, dan jaringan
otaknya.

SIMPULAN

Pada keadaan hipoksia oleh karena strok
hemoragik sICH ini protein Ngb dan Cygb
dapat diukur di plasma, CSS, dan jaringan
otaknya.
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Ucapan terimakasih kepada Departemen
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